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論文内容要旨
序論
 ルーメン(Rumen)とは,狭義には,反芻動物の第一胃及び第二胃をさす。このルーメン内
 には,細菌が109～1011/ml及び原生動物が105～106/副という密度で棲息しており,密度,種類
 及びpH,VFA(低級脂肪酸),ammonia-N(アンモニア態窒素)濃度及びVFA組成のような
 化学的環境要因に関して恒常性を保ち,連続的に発酵を行っている。
 一方,iPvitroで,ルーメン微生物を連続培養する装置は,「人エルーメン」と呼ばれ,inviro
 のルーメン内環境をinvitroに再現することにより,ルーメン微生物群集の動態を,その環境
 要因との関連も含めて総合的に解析しようとする意図を持っている。
 今までの研究によると,人エルーメンの多くは,VFA及びammonia-N濃度又は,細菌相に
 おいて,長期間invlvoに類似した例は知られているが,ルーメン繊毛虫群集の種類及び密度
 が,invlvoと匹敵する程度に,入エルーメンで混合培養された例は全く報告されていない。
 Slytereta1(1964)は,発酵槽形式の連続培養槽を人工ルーーメンにとり入れ,繊毛虫の連続培
 養を行ったが,培養開始後4日目に急激に2×103/mlまで減少した。ItabashiandKurihara
 (1972)は,Slyteretalの培養法を改良して,ペニシリン,牛の血しょう及びDietylstilbestrol
 (DES)を添加した人エルーメンにより,En'oゴfnゴz`7n属繊毛虫を105/mlに3週間維持した。しか
 しながら,この繊毛虫の培養方式は,Slyter及びSuto(1970)の人エルーメンと同様,餌と溶液
 が均一に撹絆された状態での培養法であり,餌と溶液が粘泥状の塊をなしているinvivOルー
 メン内での状態と異なっており,invivoレベルの,繊毛虫の混合培養を考える上で無理があっ
 た。
 近年,NakamuraandKurihara(1978)は,WellerandPilgrim(1974)及びAafjesandNijhof
 (1967)の培養法を参考にして,餌をナイロン袋に入れ,塊状に保ち,また,VFAやammonia-
 Nの透析膜として,ポリ塩化ビニル膜を用いた人エルーメンを開発した。この人エルーメンで
 は,3週間にわたり,繊毛虫(Entodinia)の密度,pH及びVFA濃度,ammonia-N濃度を,
 invivoの測定範囲内に維持したが,繊毛虫密度は,培養開始18日後には,106/m1から2×105/
 mlまで減少しており,繊毛虫をinvivoレベルの高密度(5×!05～2×106!m1)に,更に長期
 間にわたって維持することには成功していない。
 本研究では,invivoレベルの,原生動物の混合培養を行わしめるための,人エルーメンの作
 成と,人エルーメンでの原生動物の動態の解析を試みている。
 1人エルーメンにおける繊毛虫の集合現象について
 NakamuraandKurihara(1978)の開発した人エルーメンにおける,食物塊への繊毛虫の集
 合現象についてその成因を調べた。測定項目は,繊毛虫密度,VFA濃度及びpH値とした。稀
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 釈液は,Mcdouga11(1948)の人工唾液を3/4に希釈し,0.2%のUrea及び0.1%のNa2Sを加
 えたものを用いた。また良物塊の上下撹拌の速度は8strokes/minとした。この人エルーメンに
 おいて,新鮮な餌〔アルファルファ・ヘイ・キューブ(Alfalfahaycube),絆砕大麦及びアルファ
 ルファ・ペレット(Alfalfapellet)を,3:2:1の重量比で混合したもの。〕1449を6個のナイロ
 ン袋に均等に分配し,発酵室に投与したところ,運転開始2時間後に,餌パック内の食物塊に,
 106/m1を越える莫大な密度の繊毛虫が集合する現象を認めた。そして,餌パックの外囲液の繊
 毛虫密度は,餌パックのそれの10%程度であり,両者の間に大きな個体密度の相違が生じた。
 このような繊毛虫の,食物塊への集合現象は,アルファルファ・ヘイの可容性有機物を除去
 した食物塊だけでなく,ポリウレタン製の多孔質のスポンジ片によっても再現することができ
 た。但し,106/m1を越える繊毛虫密度は,餌パックやスポンジ片と,絆砕大麦が共存した時に
 のみ認められ,この集合現象に,拝砕大麦が主動的に関与していることがわかった。
 また,この現象は,pHあるいはVFA濃度の個々の変動によっては説明できず,食物塊やス
 ポンジ片への,繊毛虫の付着によって成立している可能性が高い。すなわち,食物塊の間隙及
 びスポンジ片の小孔に入り込んだ繊毛虫(Entodillia)が,そこにある繊維片やデンプン粒に付
 着するものと思われる。
 II人エルーメンにおける勧fod1η1αm属繊毛虫の長期混合培養について
 中村及び栗原の人エルーメンにおいて,繊毛虫の付着基質としてポリウレタン・スポンジ片
 及び拝砕大麦を,餌パックの周囲に投与して連続培養を試み,その密度維持因子を調べた。1
 日当たりの餌の給餌量は72gであり,3個の餌パックに分配し発酵室において,8st./minの上
 下動を与えた。この発酵室の亙)ilutionrateはLO/dayであり,透析膜により代謝産物を除去し
 ており,2日分の餌が上下2段につみ重ねられており,同一の餌は48時間を経過した後,新鮮
 な餌と交換した。他の条件は,全て,i.と同じであり,測同項目は,しのそれにVFA組成と
 ammonia-N濃度を加えた。
 この人エルーメンにおいては,餌パックのみを発酵室に投入して,繊毛虫(Entodinia)の長
 期混合培養を行った場合,pH,VFA及びammonia-N濃度が,invlvoの正常な範囲に保たれ
 たのにもかかわらず,餌パック及び外囲液で繊毛虫密度が除々に減少した。この場合,餌パッ
 ク及び外囲液の問には,一定した大きな個体密度の相違が生じた。
 この点,外囲液における繊毛虫密度を一定に保てば,餌バック内の密度も高密度に保たれる
 可能性があり,繊毛虫の付着基質として,多孔質のスポンジ片及び絆砕大麦を,同時に,餌パッ
 クの周囲に投入して混合培養を行った。この結果,餌パック及びスポンジ片内の繊毛虫は,平
 均1.OxlO6/m1の密度を64日間維持した。この場合の,pH,VFA及びammonia-N濃度及び
 VFA組成は,invivoの正常な範囲にあった。
 以上より,搾砕大麦及びスポンジ片を投入することにより,外囲液中で繊毛虫がこれらに付
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 着して,系外に流去しにくい状態をつくり,外囲液での繊毛虫密度の維持ひいては,餌パック
 及びスポンジ片内で,高密度に維持される現象をもたらしたものと思われる。
 iII人エルーメンにおける種々の撹乱に対する勘fod伽αm属繊毛虫の反応
 スポンジ片及び絆砕大麦を餌パックの周囲に投与した,11の培養系を基準として,これに種々
 の撹乱を加え,繊毛虫(Entodinia)の反応を検討した。実験条件及び測定項目は,IIの最後の
 培養系と同一であった。
 この,スポンジ片及び搾砕大麦を投入した培養系においては,餌パックの上下速度を変化さ
 せた場合(上下速度を,8から12st./minに増加し,また,8から2st./minに減少した。),
 餌パックの容積及び数を変えた場合〔従来の3個の円筒状の餌パック(直径32㎜,高さが100
 ㎜)に代えて,1個のより大きな円筒状の餌パック(直径85mm,高さが100㎜)を用いた。〕及
 び餌パックの形を変えた場合〔従来の3個の餌パックの枠を取り除き,餌をナイロン袋で3個
 の球形(直径30mm)に包んだ。〕,いずれの場合も,pH値,VFA濃度,ammonia-N濃度及び
 VFA組成の一部が変動したが,いずれの餌パックでも,繊毛虫が比較的高い密度(5.0×105～1.
 0×106/m1)に維持され,高い安定度を示した。
 このように,上述の培養系は,種々の攪乱に対し高い安定度を示したが,この傾向は,invivo
 のルーメン内での繊毛虫密度の恒常性を理解する上で,極めて重要であると考えられる。すな
 わち,スポンジ片が,そのモデルとして考えられるところの,invivoのル～メンでの,発酵の
 進んだ,多くの間隙を持つ食物塊への,繊毛虫の付着及びそこでの増殖が,食物塊全体の受け
 る種々の撹乱に対して,大きな安定因子として作用している可能性がある。
 W人エルーメンにおける,大型繊毛虫,全毛虫及び勘fod胤ロm属繊毛虫の混合培養に
ついて
 繊毛虫の付着部位としての,スポンジの表面積を拡大するために,透析膜の内側ヘスポンジ
 壁(厚さが5～7㎜,容積は,200cm3)を挿入し,繊毛虫が系外に流去しにくい状態をつくり出
 し,これらの混合培養を試みた。測定項目は,pH,VFA濃度,ammonia-N濃度,VFA組成,
 属ごとの繊毛虫密度及び繊毛虫の分裂率であった。他の条件は,全て,Hの,スポンジ片及び
 古宇砕大麦を投入した培養系のそれと同一であった。
 この培養系では,E1¢!041nノ``7,?属及び大型繊毛虫の∠)ψ!04∫ア7ガ'槻属,⑳i4fnプz'溜属及び全毛
 虫の0僻〃廊勉ノ7"niフ2齪!'〃窺を21日間,invivoレベルの密度に維持した。
 この場合,・0剃04i擁媚属及びEグ4ガ痂z〃n属繊毛虫は,外囲液に比べて,餌パック,スポン
 ジ片により高い密度で分布し,E漉・面融η盈属の分布と類似しており,これらの繊毛虫の餌とな
 るデンプンやセルロースのような不溶性物質の分布と相関し,セノレロースやデンプンの濃度が
 高い部位で高い個体密度を認めた。
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 1)a3卸rゴ疏α側面πα漉%椛は,餌パック,スポンジ片,外囲液の順で個体密度が高まり,特に,
 スポンジ壁には,高密度(3×104/ml)に分布していた。この点,他の属の繊毛虫の分布とは
 異なっており,デンプンやセルロースのような不溶性物質の分布とも異なっているので,
 0認罪万。加に特有な栄養要求または付着特性を考える必要がある。
 また,スポンジ壁のある培養系とない培養系での,VFAの透析効率を調べた結果,前者の方
 が後者より,VFAの透析効率が高いことがわかった。これは,前者の方が後者より,餌パック
 のpHがやや高く維持される傾向と関連しているものと思われ,大型繊毛虫や全毛虫の定着を
 可能にした要因となりうるであろう。
 さらに,スポンジ壁をとりつけることにより,全体の繊毛虫の分裂率が高まった。
 以上の諸傾向は,スポンジ壁をとりつけたことが,単に繊毛虫の付着部位を拡大したことに
 とどまらず,大型繊毛虫や全毛虫も含む繊毛虫にとって,好適な棲息環境をもたらしたことを
 示唆する。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,反芻動物第一・第二胃(ルーメン)に生息する原生動物の混合培養を行なわしめ
 るための,人エルーメンを作成することによって,ルーメン原生動物の動態の解析を意図した
 ものである。著者は,原生動物の食物塊への集合現象にヒントを得て,飼料をパックに充填し
 て塊状とし,その周囲に原生動物の付着基質として多孔質のポリウレタン・スポンジ片と拝砕
 大麦を投与し連続培養を行い,64日間にわたり,餌パック及びスポンジ片において,ルーメン
 原生動物の一種(E班。渡初観η)を106/mlの密度で維持した。この密度は,乾草及び濃厚飼料多
 給の,一般の反芻動物のルーメン内で認められる値に匹敵,もしくはこれを上まわる値であり,
 スポンジ片のモデルとして考えられるところの,invivoのルーメン内の,発酵の進んだ食物塊
 が,原生動物の密度維持に大きく寄与している可能性を指摘した。
 さらに,著者は,人エルーメン内での原生動物の付着面積を拡大するために,透析膜の内側
 に,スポンジ壁を挿入し,E屠。漉〃加n属および大型繊毛虫,全毛虫よりなる原生動物群集の混
 合培養を行ったが,21日間にわたって0ゆlo4fni卿n,ゆ溜痂z耀,・0硲v醜ohα,En'oゴin々耀を
 invivoレベルに維持した。この培養系では,、D4Sy擁ohθは他と異なる分布を示すことを明らか
 にし,スポンジ壁に特に集合する傾向を示し,他の属と異なる栄養要求及び付着特性に帰因す
 る可能性を指摘した。また,このスポンジ壁のある系では,スポンジ壁のない系に比べ,透析
 膜の透析効果が高まること及び原生動物の分裂率が高まることを明示し,スポンジ壁を挿入し
 たことが,単なる付着部位の拡大に終らず,上述の原生動物にとって好適な環境をもたらすこ
 とを指摘した。
 以上の事実は,人エルーメンにおけるinvivoレベルの原生動物の混合培養に関して多孔質
 のスポンジ片またはスポンジ壁が,繊毛虫の付着基質および好適な棲息部位として大きく寄与
 していることを示すものであり,ルーメン原生動物の生態に関して多くの新知見を提供し,か
 っルーメン原生動物の人工混合培養を可能にした点において,生態学に寄与するところが大で
 ある。
 以上のごとく本論文は,著者が自立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を有
 していることを示している。よって安倍正史提出の論文は,理学博士の学位論文として合格と
 認める。
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